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Utilizando la técnica PCR en Tiempo Real, que es más sensible, específica y rápida que 
las técnicas convencionales, se ha logrado la detección molecular de dos bacterias del 
género Bacillus correspondientes a B. licheniformis y B. megaterium mediante el análisis 
de regiones específicas. Para alcanzar los objetivos, se realizaron análisis microbiológicos 
y estadísticos mediante las curvas de crecimiento con ANOVA y Tukey para determinar 
la diferencia significativa (p˂0.001) y evaluar el comportamiento microbiano frente a las 
variables planteadas. En el caso del análisis factorial para la variable “temperatura” no 
hubo una diferencia significativa entre cepas y tampoco con los valores fijados (28, 32, 
37 °C), la variable “pH” si presentó una interacción con valores (p<0.0001) entre cepas; 
la variable “salinidad” también presentó diferencia significativa entre cepas y con sus 
respectivas interacciones. En el análisis del área bajo la curva, la variable “temperatura” 
no mostró diferencia significativa, mientras que la variable “pH y salinidad” presentaron 
valores correspondientes a (p<0.0001). Para la identificación molecular se determinó la 
presencia de las cepas de interés, mediante las curvas de amplificación, confirmando que 
la cepa BM corresponde a Bacillus megaterium mediante el análisis del gen phaC, así 
como también la cepa BL corresponde a Bacillus licheniformis al analizar el gen lchAA. 
 








Using the Real time PCR technique, which is more sensitive, specific and faster than 
conventional techniques, molecular detection of two bacteria of the genus Bacillus 
corresponding to B. licheniformis and B. megaterium has been achieved by analyzing 
specific regions. To reach the aims, microbiological and statistical analyzes were carried 
out using growth curves with ANOVA and Tukey to determine the significant difference 
(p˂0.001) and to evaluate the microbial behavior of the proposed variables. In the 
factorial analysis for the variable "temperature" there was no significant difference 
between the strains and neither with the fixed values (28, 32, 37 °C), the variable "pH" if 
it presented an interaction with values (p<0.0001) between strains; the variable "salinity" 
also showed significant difference between strains and their respective interactions. In the 
analysis of the area under the curve, the variable "temperature" showed no significant 
difference, while the variable "pH and salinity" showed values corresponding to 
(p<0.0001). For the molecular identification, the presence or absence of the strains of 
interest was determined by means of the amplification curve, confirming that the BM 
strain corresponds to Bacillus megaterium through the analysis of the phaC gene, as well 
as confirming that the BL strain corresponds to Bacillus licheniformis when analyzing the 
lchAA gene. 
 










El género Bacillus forma parte de la familia Bacillaceae, compuesto por bacilos 
grampositivos grandes, caracterizados por su capacidad de producir endosporas (Macedo, 
2008). Este género incluye microorganismos aerobios estrictos y anaerobios facultativos, 
algunas especies son parásitas o patógenas para animales, principalmente insectos; crecen 
bien en los medios comunes, fermentan carbohidratos y descomponen proteínas (Jacome, 
2012).  
Presenta especies de interés para el ser humano; la mayoría son perjudiciales, como 
Bacillus anthracis que es el causante del ántrax; pero la gran mayoría son de importancia 
comercial, ya que se implementan en la elaboración de yogur como Bacillus 
licheniformis; otras en la producción de enzimas y antibióticos, también Bacillus subtilis 
y Bacillus thuringuiensis son de interés agrícola, capaces de eliminar a otros 
microorganismos por los compuestos que sintetizan (Contreras, 2014). 
Otra utilidad que se les atribuye a las bacterias del género Bacillus es en la agroindustria, 
por ejemplo Bacillus thuringiensis, presenta un cuerpo de cristal de proteína conocido 
como delta-endotoxina que se forma durante la esporulación, dándole la característica 
tóxica para larvas de insectos tales como Lepidópteros, Coleópteros y Dípteros (Sánchez-
Yánez, 2004) (Márquez, 2007). 
Este género es de gran importancia a nivel mundial, no solo por los beneficios que genera 
al ser humano sino también por ser considerados de fácil manejo ya que pueden aislarse 
tanto de agua como del suelo. El aislamiento, la identificación de cepas y la selección por 
su capacidad de producir endosporas se practica en diversos laboratorios del mundo ya 




Las técnicas microbiológicas brindan información sobre la morfología de las colonias, la 
cual es fundamental en la identificación preliminar para la diferenciación de los 
microorganismos, la observación del fenotipo permite ubicarlo dentro del género Bacillus 
pero muchas veces no resulta suficiente para una identificación. Por esto, se acuden a 
técnicas más sofisticadas, como los ensayos moleculares basados en el análisis del 
genotipo de los microorganismos, que proporcionan información más específica al 
momento de hacer una amplificación (Sosa López & Pazos Álvarez, 2011). 
Actualmente, la PCR en Tiempo Real es empleada en la detección de bacterias y también 
en su identificación; con ventajas de sensibilidad y alta especificidad, además permite 
trabajar con muestras a mayor escala (Chiluisa-Utreras & Echeverría, 2017), además, 
existen métodos moleculares para microorganismos que no permiten la aplicación de 
técnicas convencionales y que no permiten ser cultivados en medios artificiales 
(Palomino & Muñóz, 2014). La alta homología genética en determinados géneros 
bacterianos o reciente cambios en su asignación taxonómica, en ocasiones no permite la 
identificación a nivel de especie (o incluso de género) y en estos casos, puede recurrirse 
a genes diana específicos (Olmos, 2010). 
La presente investigación se llevó a cabo con el objetivo principal de identificar bacterias 
de interés agrobiotecnológico, que presentaron presunción bioquímica dentro del género 
Bacillus, se reactivaron dos cepas crioconservadas del Laboratorio de Ciencias de la Vida 
de la Universidad Politécnica Salesiana Sede el Girón, se determinó la concentración 
inicial de las muestras mediante la técnica McFarland para proseguir con la comparación 
de curvas de crecimiento a diferentes rangos de pH, salinidad y temperatura, se determinó 
el tamaño, forma y posición de la endospora de las cepas de interés. Además, se realizó 




de Roche®, con la finalidad de determinar la presencia o ausencia de las dos cepas, 
mediante la curva de amplificación producto de la PCR en Tiempo Real.  
Mediante ensayos cualitativos de PCR en tiempo real junto con técnicas clásicas que 
incluyen el uso de medios selectivos, pruebas bioquímicas y otras : por ejemplo, la 
morfología bacteriana y la posición de la endospora, se da la identificación de especies 
del género Bacillus y de esta manera la biotecnología moderna presenta ciertas ventajas, 
como los métodos alternativos con mayor rapidez, sensibilidad y eficiencia (Martínez-
Blanch & Sánchez, 2010) (Milian & Rondón, 2014). Además, Larrea & Falconí (2015) 
reportan que cepas de Bacillus spp mediante una caracterización morfológica y tinción 
de gram lograron resultados positivos para determinar especies del género Bacillus, 
además, aplicando la metodología de tinción de endospora y la posición de la misma, se 
obtienen características esenciales de este género, o con el propósito de una mejor 
identificación y garantía de seguridad biológica permitir la aplicación de métodos 
moleculares. 
 
Se planteó como hipótesis alternativa: la técnica de PCR en Tiempo Real mediante la 
amplificación de regiones específicas de B. licheniformis y B. megaterium, permite la 













1.1. Género Bacillus 
 
 
Figura 1. Microscopia electrónica del género Bacillus.  
Tomado de: (Blanch, 2017).  
 
 
Los microorganismos del género Bacillus presentan un tamaño entre 4-10 μm, (BGP), 
aerobios estrictos, forman endosporas capaces de resistir condiciones extremas. Las 
especies de este género se clasifican en los subgrupos B. polymyxa, B. subtilis que incluye 
a B. brevis, B. licheniformis, B. cereus y B. anthracis (Bartram, 2003). Tienen la 
capacidad de ser metabólicamente muy diversos lo que les permite tener una colonización 
exitosa en el ambiente rizosférico. Entre algunos mecanismos se encuentran la 
solubilización de fosfato, la síntesis de fitohormonas como el ácido indol acético y la 





1.1.1. Características Generales 
 
Este género pertenece a la familia Bacillaceae, “Los miembros de este género se 
caracterizan por ser Gram positivos, de forma bacilar, catalasa positiva, aerobios estrictos 
o anaerobios facultativos y formadores de endosporas” (Tejera-Hernández, 2011). Están 
ampliamente distribuidos en la naturaleza, algunos forman parte de la flora normal y otros 
son considerados contaminantes; otra variedad de especies se encuentra asociada a 
plantas, donde el crecimiento es favorable y permite el control biológico de patógenos. 
También, tienen implicaciones médicas por la producción de antibióticos  como:  
polimixina  y  bacitracina,  así como su  aplicación  industrial  en  la  producción  de  
solventes, enzimas, vitaminas, entre otros (Macedo, 2008). 
 




“El género Bacillus fue descrito por primera vez por Cohn y comprende un grupo de 
especies filogenética y fenotípicamente heterogéneas. Incluye más de 100 especies y sus 
miembros se consideran ubicuos” (Tejera-Hernández, 2011). La clasificación se 
considera mediante las características que son: tinción Gram, forma de los bacilos y por 










Aspecto de las colonias y otras características  
Cepa Aspecto de colonia Otras características  
B. megaterium  Grande, convexa Bordes uniformes, húmeda  
B. licheniformis Colonia grande ampollar Con el envejecimiento se 
torna opaca con superficie 
mate a rugosa 
Tomado de: (Bailey, 2009). Aspectos de colonias de Bacillus (Modificado por la autora). 
Elaborado por: la autora, 2018. 
 
El primer grupo está conformado por Bacillus senso stricto en el cual se incluye también 
a Bacillus subtilis. El segundo grupo, incluye especies de bacilos formadores de 
endosporas con forma redondeada, en el que se destacan las especies B. anthracis, B. 
cereus y B. thuringiensis. El tercer grupo, está formado por diez especies, entre ellas B. 
macerans y B. polymyxa, ubicadas en un nuevo género, que corresponde a Paenibacillus. 
Por último, el cuarto grupo está formado por especies que han sido reubicadas en dos 
nuevos géneros Brevibacillus y Aneuribacillus (Tejera-Hernández, 2011). 
 
Los bacilos de interés, pertenecen al Grupo II dentro de la clasificación mencionada, entre 
ellos, B. thuringiensis Ber., B. licheniformis Ches., B. megaterium De Bary., B. subtilis y 
B. mycoides Flüg., dentro de este grupo el más representativo es B. subtilis conocido como  
agente de biocontrol, bacteria BGP,  que  produce  una  gran cantidad  de  lipopéptidos,  






1.1.2.2. Bacillus licheniformis 
 
B. licheniformis presenta características morfométricas como su forma irregular, con una 
superficie brillante de elevación plana y con un margen rizado. Se considera un bacilo 
grampositivo con un color beige (Sánchez, 2011). Formador de endosporas, anaerobio 
facultativo, este puede ser aislado de casi todas partes debido a sus endosporas resistentes 
que se difunden con facilidad en el aire (Espitia, 2012). 
 
Es una bacteria que se encuentra comúnmente en el suelo y plumas de muchas aves. Las 
aves que tienden a permanecer en el suelo, en el aire y en el agua son portadoras de esta 
especie. Es un microorganismo del suelo con carácter apatógeno, asociado sobre todo con 
materiales de plantas y vegetales en la naturaleza. B. licheniformis se puede aislar de 
prácticamente cualquier lugar, ya que la resistencia de sus endosporas le confieren la 
capacidad de supervivencia (Espitia, 2012). 
 
Además, es considerado un eficaz controlador biológico contra varios tipos de hongos, 
especialmente aquellos que causan enfermedades foliares y del tizón. “Presenta efecto 
antagónico frente a un amplio grupo de hongos fitopatógenos de los géneros Sclerotinia, 
Rhizoctonia, Bipolaris, Aspergillus y Pyricularia” (Reinoso Pozo & Vaillant Flores, 
2007). 
 
1.1.2.3. Bacillus megaterium 
 
Bacillus megaterium ha fascinado a los microbiólogos desde que se describió por primera 
vez hace más de 100 años, debido a su fisiología, enzimas, productos útiles, y una amplia 




celular, que sirve como un sistema modelo para comprender la regulación genética 
durante el desarrollo temporal y morfológico de los microorganismos. Por otra parte, el 
gran tamaño de sus células vegetativas y las endosporas (la fuente de su nombre) lo hacen 
especialmente adecuado para el análisis morfológico; aunque se considera un organismo 
del suelo se encuentra en diversos ambientes como: arrozales, alimentos secos, agua de 
mar, sedimentos, peces, flora normal e incluso miel de abeja (Vary, 1994). 
 
Bacillus megaterium pertenece al grupo de bacterias denominadas PSB (Phosphate 
Solubilizing Bacteria), es decir que es capaz de solubilizar el fósforo mineral haciéndolo 
accesible a la planta, lo han descrito como agente de biocontrol capaz de ejercer un papel 
protector frente a determinados patógenos vegetales. Es importante en la industria de la 
biotecnología debido a su tamaño y facilidad de manejo, además de capacidades 
enzimáticas ayudan a producir penicilina sintética, modificando corticosteroides y varias 
deshidrogenasas de aminoácidos (Hayden, 2000).  
 
1.1.3. Importancia Agrobiotecnológica 
 
La Biotecnología a través de la historia puede ser descrita en diferentes términos, en 
ocasiones se menciona la relación del conocimiento del material genético y en otras 
ocasiones el aprovechamiento científico de microorganismos y enzimas. Mediante  la  
agrobiotecnología  se  han  propuesto  alternativas con el fin  de  reemplazar  los  productos  
químicos. Una de estas son los biofertilizantes que mejoran el rendimiento de los cultivos 
favoreciendo el crecimiento de productos sanos, más resistentes a las plagas, saludables 
al consumo y fáciles de aplicar. “Además de poseer una serie de propiedades físicas, 




lo cual implica incremento en la productividad, esta es la llamada agricultura 
conservativa” (Corrales & Sánchez, 2014). 
El género Bacillus  constituye  el  grupo  más  utilizado  en  control biológico  por  ser  el 
más  numeroso  en  la  microflora  foliar,  por  su  alto potencial  de  colonización  y  por  
su  habilidad  para  utilizar  diferentes formas  de  nutrimentos  bajo  condiciones  
ambientales  diversas.  Esto hace  necesario  el  conocimiento  de  la  filosfera  y  la  
selección  de  los organismos más eficaces para su aplicación en la Biotecnología Agrícola 
(Tejera-Hernández, 2011). 
Las bacterias del género Bacillus presentan un gran potencial como antagonistas 
principalmente por la gran cantidad de enzimas líticas, antibióticos y otras sustancias con 
actividad biocida, es por esto que la identificación de estas especies puede permitir un 
futuro empleo en el área agrobiotecnológica ya que son capaces de producir efectos de 
control sobre varias especies de organismos fitopatógenos (Méndez-Úbeda, 2017). 
1.2. Identificación de Bacillus 
 
Este género se caracteriza por su forma bacilar, por ser Gram positivos, de catalasa 
positiva, aerobios estrictos y formadores de endosporas (Tejera-Hernández, 2011). 
Dentro de la práctica microbiológica se aplican técnicas fenotípicas que permiten una 
identificación. Sin embargo, muestran algunas limitaciones que se pueden observar de 
manera más evidente para algunos microorganismos y los métodos moleculares 
contribuyen a eludir algunas de estas (Olmos, 2010), permitiendo lograr el objetivo de 






1.2.1. Métodos de identificación de Bacillus 
 
“Mediante  diferentes  técnicas  de  laboratorio  se  puede identificar  microorganismos,  
por  ejemplo  la  aplicación de tinción de Gram y pruebas bioquímicas que permiten 
determinar la localización taxonómica de microorganismos por su comportamiento  
metabólico” (Larrea Izurieta, 2015).  
Los microorganismos pueden ser identificados por varios métodos clásicos que utilizan 
varios criterios de diferenciación que se describen en el Manual de Clasificación de 
Bergey, entre ellos caracteres fenotípicos: morfológicos y fisiológicos (Sosa López & 
Pazos Álvarez, 2011). Con la aplicación de pruebas bioquímicas, tinción de gram y el 
comportamiento metabólico, es posible determinar la localización taxonómica de 
especies de este género (Larrea Izurieta, 2015). En el caso del género Bacillus spp., la 
determinación fenotípica no es suficiente para una identificación, por este motivo la 
mayoría de investigadores recurren a ensayos moleculares para analizar las especies de 
interés a un nivel genotípico (Sosa López & Pazos Álvarez, 2011).  
Al aplicar métodos microbiológicos tradicionales, generalmente se da el uso de cultivos 
específicos de acuerdo a la especie, dando un aislamiento adecuado, implica una 
confirmación de similitud mediante pruebas bioquímicas como: morfológicas y/o 
serológicas. En muchas ocasiones la obtención de resultados puede ser lenta y presentar 
baja sensibilidad (Palomino-Camargo, 2014). 
Las técnicas moleculares en la actualidad presentan un alto impacto en la identificación 
de microorganismos debido a su especificidad y rapidez, presentando algunas alternativas 
moleculares como: Técnicas basadas en hibridación de ADN (RFLPs), técnicas basadas 
en PCR entre ellas RT-PCR (la amplificación de un segmento de ADN previamente 




realiza una reacción de PCR con un solo iniciador el cual tiene un tamaño de ocho a doce 




1.2.1.1. Tinción de Gram 
 
Para determinar las características de las bacterias que se pueden observar mediante 
tinción, se divide a las bacterias en dos grupos: el primer grupo con bacterias 
grampositivas que se tornan de color violeta-azulado, conserva el colorante principal tras 
el lavado con alcohol-acetona y el segundo grupo, con bacterias gramnegativas que 
presentan un tono rojizo tras la decoloración pierden el colorante principal, lo que hace 
necesario incorporar un reactivo de contraste para su observación. La coloración está 
basada en la diferencia de estructura de la pared bacteriana; en el caso de las cepas de 
interés al ser gram positivas, el reactivo se une al peptidoglicano de la pared y lo retiene, 
impidiendo la decoloración (Pírez & Mota, 2008). 
 
1.2.1.2. Tinción de Endospora 
 
La técnica de Schaeffer–Fulton evidencia la presencia de endosporas en las cepas aisladas 
mediante tinción (Bradshaw, 1976). Los Bacillus formadores de endosporas se 
caracterizan por su posición en la célula madre antes de ser liberada. La endospora puede 
ser central, terminal o subterminal. Esta característica permite un fácil método de 
aislamiento de las bacterias esporuladas, calentando el material donde se supone que 





1.3. Métodos Microbiológicos  
 
Los métodos microbiológicos convencionales están basados en el cultivo y crecimiento 
bacteriano sobre un agar, pudiéndose caracterizar y analizar el comportamiento de la 
colonia después de 24 horas de incubación dependiendo de las condiciones en las que se 
encuentre (Solis, 2009).  
1.3.1 Curva de crecimiento 
 
El crecimiento bacteriano es considerado como el aumento del número de células, en 
donde una célula madre se divide en dos por fisión binaria y las nuevas células alcanzarán 
el mismo tamaño que la célula original. En medios de cultivos líquidos y en condiciones 
adecuadas, cuando un pequeño número de células procedentes de un cultivo puro son 
inoculadas, las células presentan una curva de crecimiento típica que puede 
descomponerse en cuatro fases como se observa en la Figura 2. 
 
 Figura 2. Fases de crecimiento bacteriano.  
 Tomado de: (Bertozzi, 2012). 




1.3.2. Temperatura y pH 
 
Para  muchas  especies  del  género Bacillus la  temperatura óptima  de  esporulación es  
muy  similar  a  la  óptima  de  crecimiento (Williams & Robertson, 1953), en un rango 
entre 32 y 37 °C. Muchos microorganismos crecen a velocidad óptima alrededor de un 
pH de 7, pero pueden crecer bien entre pH 5 y 8 (Cerutti, 2001). 
1.2.3. Salinidad 
Las especies del género Bacillus poseen por lo general entre 8 y 10 veces mayor 
concentración salina que la del agua de mar, además, producen compuestos tales como 
metabolitos y enzimas extracelulares con gran potencial industrial. Sin embargo, especies 
pertenecientes a este género en condiciones adversas presentan comportamientos 
diferentes, con la ventaja de una gran diversidad microbiana en ambientes extremos 
(Canales, Chávez-Hidalgo, & Zavaleta, 2014). 
1.4. Métodos Moleculares 
 
Las primeras técnicas de Biología Molecular, utilizadas desde los años 70 se basan en el 
mismo principio que las actuales, en la hibridación entre cadenas de ácidos nucleicos. 
Esta unión es de alta especificidad, superior a la unión Ag-Ac, pero carecen de 
sensibilidad, lo que las convirtió en poco útiles para la detección y se utilizan 
principalmente para la identificación de microorganismos (Stamboulian, 2010). 
La PCR en Tiempo Real está presente como una herramienta para la detección e 
identificación de bacterias en una muestra,  las  nuevas  tendencias  en  el  uso  de  estas  
herramientas moleculares de diagnóstico proporcionan una detección rápida y sensible de 
patógenos disminuyendo el tiempo requerido para la obtención de los resultados 




técnicas de identificación bioquímicas, pruebas de detección de antígenos y de 
anticuerpos e incluso técnicas de diagnóstico molecular para especies del género Bacillus 
en especial microorganismos patógenos (López & Castillo, 2003). 
 
1.4.1. Extracción del ADN 
 
El proceso de extracción consiste en uno de los primeros pasos para una identificación 
molecular. La aplicación de las diferentes técnicas empleadas en biología molecular para 
el análisis del genoma, depende en gran medida de la habilidad para extraer el ADN. Para 
lo cual se utilizan diversos métodos de extracción, dependiendo del tipo de tejido a 
emplear (Velasco, 2005).  
En la actualidad, se dispone de múltiples metodologías de extracción, lo que permite que 
los biólogos moleculares puedan seleccionar la técnica que más se ajuste a sus 
necesidades. Para la diferenciación e identificación de Bacillus, la tinción gram nos 
permite determinar si una bacteria desconocida es gram positiva o negativa, para extraer 
el mismo, se utiliza agentes químicos y/o físicos que debiliten la pared y membrana de la 
célula. Por esta razón, es importante conocer el grupo al que pertenecen estas bacterias 
en caso de ser gram positiva o negativa, ya que al realizar la extracción de ADN 
genómico, debemos determinar el método apropiado y los agentes correctos para generar 
una ruptura efectiva (Sandoval, 2013). 
Los pasos básicos involucrados en la extracción de ADN bacteriano para el género 
Bacillus, mediante kits comerciales involucra incorporar modificaciones para tener en 
cuenta las características especiales de las células. Las bacterias tienen pared celular y 
muchos kits no utilizan el método convencional de extracción orgánica requiriendo 




al DNA producido por los solventes orgánicos (Dhaliwal, 2016). En los últimos años el 
uso de kits comerciales para la extracción selectiva del ADN ha aumentado, ya que 
permite obtener una muestra de alta calidad en el menor tiempo posible, minimizando la 
contaminación externa con ADN o ARN exógeno (Alejos, 2014). 
1.4.2. Amplificación mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
 
El uso de técnicas para la detección de ácidos nucleicos como la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) ha tenido un gran impacto en el diagnóstico microbiológico. La 
mayoría de las técnicas en uso han sido diseñadas para la detección específica de un 
microorganismo y se aplica en cultivos difíciles de clasificar por técnicas fenotípicas.  
La  PCR  se  lleva  a cabo  en  tres  etapas  principales:  desnaturalización, hibridación  y  
extensión como se puede observar en la Figura 3. 
En la etapa de desnaturalización, a una temperatura de 95 °C durante 30 segundos 
aproximadamente el ADN se separa, el tiempo estimado depende del protocolo a utilizar 
y de la especie de interés, al final de esta etapa se tendrá las cadenas separadas que 
servirán para el siguiente paso (Tamay de Dios & Ibarra, 2013). 
En la etapa de hibridación, los primers se alinean al extremo 3’ previamente separado e 
hibridan con su secuencia complementaria, es importante que la temperatura de melting 
(Tm) sea la recomendable; ésta puede variar entre un rango de 50-60 °C, dependiendo del 
proceso a realizarse.  
Por otra parte en la etapa de extensión, los primers comienzan su función catalítica 
mediante la acción de la Taq polimerasa, creando cadenas completas de ADN mientras 




temperatura óptima es de 72 °C, ya que a esa temperatura funciona la Taq polimerasa 
(Tamay de Dios & Ibarra, 2013). 
 
         Figura 3. Ciclos de la PCR.  
         Tomado de: (Tamay de Dios & Ibarra, 2013). 
 
Su variante moderna la PCR en Tiempo Real, es altamente discriminatoria y puede 
correlacionarse con técnicas de genotipificación permitiendo que la metodología 
altamente específica, sensible y eficiente de la PCR en tiempo real sea ampliamente 







1.4.3. Amplificación mediante PCR en Tiempo Real  
 
La PCR en Tiempo Real incorpora un sistema de detección de fluorescencia, basándose 
en la utilización de moléculas específicas denominadas fluoróforos.  Este factor, permite 
monitorear en tiempo real el proceso de amplificación de los capilares evitando los 
procesos posteriores que implican una PCR convencional (Cultek, 2006). 
En la PCR en Tiempo Real la cuantificación se da de acuerdo al valor de Crossing point 
(Cp), en el cual al inicio de la amplificación no se ve afectado por las variaciones, 
generando que los resultados sean reproducibles y más precisos. 
La PCR en Tiempo Real es al momento el método más sensible para la detección y 
cuantificación los ácidos nucleicos, aun trabajando con cantidades muy pequeñas de 
ADN, la técnica genera alta eficiencia y sensibilidad (Tamay de Dios & Ibarra, 2013).  
La identificación molecular de microorganismos del género Bacillus, permite confirmar 
la identidad de especies de interés, permitiendo el desarrollo de productos comerciales de 
calidad (García-Lazalde, Morales, Rodríguez-Herrera1, & Aguilar-González, 2011). 
Para  la identificación de muestras  mediante curvas  de  amplificación,  se  suele  realizar  
una  curva  adicional de  desnaturalización  “melting  curve”;  además, la  reacción  
presenta una temperatura de 50 °C a 95 °C con un incremento paulatino de temperatura, 
verificando periódicamente la  fluorescencia y al terminar el proceso, cuando el ADN se 
desnaturaliza genera un descenso en la fluorescencia provocando la disociación del 









Materiales y Métodos 
 
La investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Ciencias de la Vida de la 
Universidad Politécnica Salesiana Sede Quito, Campus el Girón con cepas bacterianas 
crioconservadas obtenidas del cepario del grupo de investigación Biotecnología Aplicada 
a los Recursos Naturales “BIOARN”, identificadas bioquímicamente dentro del género 
Bacillus, véase Tabla 2. 
 
Tabla 2. 
Codificación de cepas bacterianas. 
Muestra Codificación BIOARN Codificación 
Investigación 
1 IB13 BM 
2 CT 1 BL 
Elaborado por: la autora, 2018 
 
2.1. Reactivación de cepas bacterianas 
 
El material biológico se obtuvo del Criobank codificado como BM y BL, mediante la 
ayuda de un punzón estéril cada perla se siembra en cajas Petri de 25 mL con medio Agar 
nutriente (AN) a 30±2 °C por 24 horas (Egas & Tinajero, 2016). Véase en el anexo 1a.  
 
2.2. Resiembra de cepas 
 
De las placas Petri con crecimiento bacteriano se realizó la siembra con un asa de metal, 




temperatura de 30±2 ºC y pH de 7±0.2 en tubos de vidrio de 35 mL (Contreras, 2014) y 
con un tiempo de 24 horas (Egas & Tinajero, 2016). Véase anexo 1b. 
 
2.3. Caracterización microbiológica de cepas 
 
Se seleccionaron colonias blanquecinas, de bordes regulares que se resembraron en forma 
individual en Agar nutriente para determinar tamaño, forma bacilar, tinción de Gram 
positiva y la tinción de endosporas (Reyes Ramírez, 2011). 
El tamaño y forma de las colonias bacterianas se determinaron mediante observación en 
microscopio óptico 100x con cámara (Moposita, 2017) , además a las cepas bacterianas 
aisladas se les realizó tinción Gram colocando un portaobjetos con una gota de agua 
destilada y una pequeña alícuota del cultivo bacteriano (BM y BL) con el asa de siembra 
estéril, se dejó secar fijando la muestra al fuego. Se cubrió con unas gotas de cristal violeta 
la placa durante 1 minuto, retirando el exceso de colorante con agua destilada. Se añadió 
lugol, solución de yodo-ioduro potásico, durante 1 minuto igualmente descartando el 
exceso con agua destilada. Se procedió a lavar la placa con alcohol-cetona formando un 
ángulo (el tiempo de decoloración es clave para un resultado correcto). Se cubrió con el 
colorante de contraste, safranina durante 1 minuto y finalmente se retiró el exceso de 
colorante con agua destilada, se dejó secar al ambiente, véase Tabla 3. Para la observación 




















Cristal Violeta 1 Violeta Violeta 
Lugol 1 Violeta Violeta 
Alcohol cetona 1 Violeta Incolora 
Safranina 1 Violeta Rosada 
Tomado de: (Pírez & Mota, 2008), Soluciones de Tinción de Gram (Modificado por la autora).  
Elaborado por: la autora, 2018. 
 
Para la tinción de endosporas se tomó una muestra con ayuda del asa microbiológica 
estéril y se extendió en un portaobjetos, en el cual previamente se colocó una gota de 
ácido acético al 0.03 %, la muestra se fijó tras haber pasado varias veces el portaobjetos 
por la llama del mechero, se procedió a colocar unas gotas de solución verde brillante 
sobre la muestra la cual se calentó, hasta que la muestra emitió vapores, se colocó varias 
gotas de colorante sin dejar que se seque. El procedimiento se lo realizó por ocho minutos, 
una vez terminado este tiempo se lavó el exceso de colorante con agua destilada y 
finalmente se colocó una gota de safranina al 5 % por 1 min, lavando con agua destilada 
para descartar el exceso de colorante se procedió a la observación al microscopio óptico 
en 100x (Ñacato & Valencia, 2016).  
2.4. Elaboración de curva de calibración  
 
Para  la  elaboración  de  la  curva  de  calibración  se  preparó  los  estándares McFarland 




referencia para una concentración inicial de cada muestra correspondiente a cada cepa 
(BM y BL) antes de realizar las curvas de crecimiento. 
 
Tabla 4. 




Curva de calibración 
Ac. Sulfúrico 
(0.1%) (mL) 




1 9.9 0.1 3 
2 9.8 0.2 6 
4 9.6 0.4 12 
6 9.4 0.6 18 
8 9.2 0.8 24 
Tomado de: (Guerra & Reinoso, 2016). Preparación de estándares (Modificado por la autora). 
Elaborado por: la autora, 2018. 
 
2.5. Determinación de curvas de crecimiento  
 
Se realizaron curvas de crecimiento a cada uno de los cultivos de bacterias (BM y BL) 
durante 72 horas; esto con el objetivo de evaluar la capacidad de crecimiento de los 
microorganismos después de haber estado en contacto con los analitos (NaCl, pH, 
temperatura). Se realizó 3 repeticiones con un total de 54 muestras. 
Para cada proceso se colocó 95 mL de caldo nutritivo (TSB) con 5mL de inóculo (BM y 
BL) con un volumen final de 100 mL. Se determinaron las temperaturas de 28 °C, 32 °C 
y 37 °C. En el caso de determinar las curvas para pH se establecieron tres diferentes 
rangos uno ácido de 5, uno neutro de 7 y básico de 8. La salinidad se midió en tres 
porcentajes correspondientes a 2 %, 4 % y 6 % de NaCl. Todos los ensayos se midieron 
mediante espectrofotometría con la técnica Elisa a una absorbancia de 495 nm cada dos 




2.6. Extracción de ácidos nucleicos 
2.6.1 Técnica de extracción y purificación de ADN con kit “High Pure Template 
Preparation Kit” (ROCHE) 
 
Se colocó 200 μL de muestra (BM y BL) en un tubo eppendorf libre de nucleasas de 1.5 
mL agregando 5 μL de lisozima e incubar 15 minutos a 37 °C. A continuación, añadir 
200 μL de Buffer de Unión (Binding Buffer) y 40 μL de Proteinasa K, mezclar 
inmediatamente e incubar por 10 minutos a 70 °C. 
 
Posterior a esto, se añadió 100 μL de etanol absoluto al 99 % y se mezcló muy bien. 
Después, se pipeteo el contenido de muestra en un Tubo con filtro (High Pure Spin Filter 
Tube) junto con un tubo colector, centrifugando por 1 minuto a 8000 xg. Al final lo que 
queda en el tubo con filtro se procedió a lavar. 
 
Para los lavados se armó un nuevo tubo colector al cual se le añadió 500 μL de Buffer 
removedor de inhibidores (Inhibitor Removal Buffer) centrifugando por 1 minuto a 8000 
xg. Posterior a esto, remover el tubo colector y armar uno nuevo, se añadió 500 μL de 
Buffer de lavado (Wash Buffer) centrifugando por 1 minuto a 8000 xg, este paso de lo 
realiza por duplicado. 
 
Finalmente, para la elución del ADN se agregó 200 μL de Buffer de elución (Elution 
Buffer) calentado previamente a 70 °C, al tubo de filtrado, centrifugado por 1 minuto a 








2.7. Amplificación mediante PCR tiempo real 
Se empleó el protocolo establecido por Chiluisa- Utreras & Sánchez (2017), utilizando 
primers específicos descritos por (Madslien & Rønning, 2013) y (Pramoda & Ajeet, 
2013), véase Tabla 5. Estos primers fueron previamente analizados mediante el programa 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en la base de datos NCBI (National Center 
of Biotechnology Information), en el cual se pudo determinar la similitud de nuestras 
secuencias con nuestras especies de interés. 
El protocolo que se estableció fue de 5 μL para cada muestra (BM y BL) y sus controles. 
Se adicionó 10.2 μL de Agua grado Biología Molecular, 0.4 μL del Primer FW, 0.4 μL 
del Primer RW obtenidas de regiones específicas para cada cepa de Bacillus (Roche 
Diagnostics, 2017). Para la elaboración de la Master Mix se utilizó el Kit LightCycle® 
FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I. 
 
Los controles que se utilizó en la corrida de amplificación fueron: como control negativo 
agua grado PCR en el caso de las dos cepas y como control positivo Bacillus licheniformis 
ATCC®14580 y Bacillus megaterium ATCC®14581.  
Se determinaron los siguientes parámetros para el equipo PCR LightCycler® 2.0. 
Carousel Bassed según el protocolo de LC FS DNA MasterˆPLUS HY-Pb, 96 react. 
LightCycler, que consiste en 35 ciclos basado en cuatro pasos: Desnaturalización: 95 °C, 
5 minutos; Alineamiento: 58 °C, 10 segundos; Extensión: 72 °C, 7 segundos; Enfriado: 








Primers específicos utilizados en la investigación. 
Secuencias usadas en la investigación 
Región amplificar y nomenclatura de 
los primers 
Secuencia (5´-3´) Temperatura 
de annealing 
(°C) 






















Elaborado por: la autora, 2018. 
 
2.8 Análisis Estadístico  
 
2.8.1 Análisis factorial de tratamientos  
 
Se evaluaron los resultados obtenidos por medio de las curvas de crecimiento con tres 
diferentes variables que permitieron realizar un análisis factorial de tratamientos, en este 
caso se escogió un diseño completamente al azar de 2x3; correspondiente a 2 cepas (BM 
y BL) y 3 niveles de un factor condicional (temperatura, pH y salinidad), que corresponde 
a 6 tratamientos.  
Para el análisis de los datos se utilizó el sistema (InfoStat/L versión libre para Windows, 
InfoStat, Córdoba, 2008) (Di Rienzo, y otros, 2008). Los análisis de varianza se realizaron 
para determinar diferencias significativas entre las variables. La prueba de Tukey se usó 




transformaron a forma logarítmica (Log N), para garantizar las condiciones de 
normalidad en la curva de crecimiento (Guzmán Cedeño, y otros, 2015). 
 
2.8.2 Área bajo la curva 
 
La comparación de los resultados obtenidos se realizó mediante el test estadístico de 
ANOVA. Se calculó el área bajo la curva de crecimiento de la población bacteriana 
(ABCCP) acumulada en el tiempo (Berrueta & Giménez, 2014). Se compararon más de 
dos grupos entre sí, las diferencias entre éstos fueron determinadas con el test de Tukey. 
En todos los casos el límite de significancia fue fijado en 5 % (p=0.05) (Giacomino, y 
otros, 2012).  
Para el análisis de los datos se utilizó también el sistema (InfoStat/L versión libre para 
Windows, InfoStat, Córdoba, 2008) (Di Rienzo, y otros, 2008). Se implemento un diseño 
en bloques completos al azar y las variables: temperatura, pH y salinidad se midieron 













Resultados y Discusión 
3.1. Caracterización microbiológica de cepas 
 
Los viales crioconservados correspondientes a BM y BL fueron re activados en medio 
Agar Nutriente (AN) a 30±2 °C por 24 horas como menciona Egas & Tinajero (2016), 
las colonias correspondientes a BM fueron identificadas de forma macroscópica como 
colonias circulares, con borde entero y de elevación convexa, Anexo 1b. Según la 
metodología de Pírez & Mota (2008), la tinción de gram corresponde a bacilos 
grampositivos, corroborando los resultados obtenidos. En cuanto al tamaño se consideró 
que eran colonias grandes, porque al determinarlo de forma microscópica el valor 
corresponde a 560 µm. Para la tinción de endospora según el método de Ñacato & 
Valencia (2016), se estableció endosporas muy visibles en posición terminal debido al 
gran tamaño de BM . En el caso de BL, presentó características macroscópicas como: 
colonias irregulares, borde ondulado y con elevación plana. Para determinar el tamaño se 
logró identificar colonias muy pequeñas y mediante observación microscópica se constató 
un tamaño de 116 µm. Para las tinciones se implementó la misma metodología señalada 
en BM obteniendo como resultado un bacilo grampositivo, con endosporas centrales 
como se puede observar en la Figura 4. 
Según, UK Standards for Microbiology Investigations (2015), BM y BL pertenecen al 
grupo de B. subtilis, se indica que este grupo se encuentra estrechamente relacionado y 
que las células de estos organismos tienen menos de 1 μm de ancho, los esporangios no 
se hinchan y las endosporas son generalmente ovales, a veces, redondas o cilíndricas y 
son muy resistentes a las condiciones adversas, de acuerdo a las cepas estudiadas si 




(2011), reconocen a BM como un bacilo grampositivo con endosporas de gran tamaño 
presentes con frecuencia en el suelo; pudiendo causar daño tanto en animales como a los 
humanos. Así también reporta Vivas & Martínez (2008), que BL presenta características 
fisiológicas como bacilo grampositivo y con presencia de endosporas. 
          
          
Figura 4. Morfología microscópica de B. licheniformis y B. megaterium. A) Tinción de gram y tamaño de 
cepa BL, B) Tinción de gram y tamaño de cepa BM, C) Endosporas de cepa BL, D) Endosporas de cepa 
BM. 
Elaborado por: la autora, 2018. 
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3.2. Curvas de crecimiento  
 
Con la finalidad de estudiar el comportamiento de los microorganismos empleados, se 
efectuó la curva de crecimiento microbiano de cada cepa (BM y BL) por medio de 
ensayos espectrofotométricos y dos análisis estadísticos siguiendo la metodología antes 
mencionada con las tres variables (tratamientos) previamente citados. Una curva de 
crecimiento normal presenta cuatro fases: adaptación, una fase exponencial, latencia o 
estacionaria y finalmente la fase de muerte celular. La cepa BL para la variable de 
temperatura presentó una fase de adaptación entre las 0 y 10 horas, no se presentó mayor 
diferencia entre las tres temperaturas, mientras que la fase exponencial se dio a las 24 
horas aproximadamente, siendo el rango de 37 °C el más alto; mientras que a partir de las 
24 hasta las 48 horas se da una fase de latencia en donde el rango de 32 °C corresponde 
al valor más alto, en esta cepa se logró evidenciar la hora de muerte a las 72 horas 
aproximadamente notándose que a la temperatura de 32 °C fue la primera en decaer. Se 
puede decir que no existe una diferencia muy clara entre las temperaturas evidenciando 
que no están afectando directamente el crecimiento de esta cepa.  
Por otra parte la cepa BM en cuanto a la temperatura tuvo una etapa de adaptación muy 
parecida a la cepa BL en las primeras horas, pero en la etapa exponencial se nota la 
diferencia que presenta la temperatura de 28 °C ya que se encuentra en los valores más 
bajos con relación a 32 y 37 °C lo que nos indica que no sería la temperatura óptima para 
su crecimiento pero sin embargo si logra crecer a esas condiciones como se muestra en la 
Figura 5. Según Tortoló-Cabañas & Bell-García (2015), B. megaterium presenta buenos 
resultados en 45 y 48 horas, cultivado en medio Tryptic Soy Broth (TSB) a diferentes 






Figura 5. Curvas de crecimiento para la variable temperatura de las cepas BM y BL.  
Elaborado por: la autora, 2018. 
Como se observa en la Figura 6, al evaluar la variable pH se pudo evidenciar que la cepa 
BL presenta una etapa de adaptación entre la hora 0 y 5; la fase exponencial se da a partir 
de las 20 a las 48 horas notándose que a un pH de 5 se consigue el valor más alto seguido 
de la curva correspondiente a un pH de 8 y el valor de la curva para pH 7 presentó valores 
más bajos. La hora de muerte se dio a las 72 horas siendo la curva de pH 5 la primera en 
decaer. Mientras que la cepa BM no presentó mucha diferencia en cuanto a un rango de 
pH que favoreciera su crecimiento ya que en los tres casos se desarrolló de forma similar, 
notándose una fase exponencial de 24 a 48 horas y la fase de muerte a las 72 horas. En 
congruencia con otros estudios, Cascante (2013), concluyó que el crecimiento celular de 
la cepa BL ocurría básicamente durante las primeras 24 horas comprobando los resultados 
obtenidos para las dos cepas de estudio; indicando que el pH caía de 7.4 a 5 después de 
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Figura 6. Curvas de crecimiento para la variable pH de las cepas BM y BL. 
 Elaborado por: la autora, 2018. 
 
Para evaluar el crecimiento con diferentes concentraciones de salinidad se pudo 
evidenciar como indica la Figura 7 que la cepa BL presentó una fase de adaptación entre 
la hora 0 y 5 sin presentar diferencia entre concentraciones, la fase exponencial se dio a 
partir de la hora 20 hasta la hora 60 aproximadamente. Se podría decir que la 
concentración de salinidad no influyó directamente en el crecimiento de BL ya que en los 
tres porcentajes de salinidad logró crecer sin mucha diferencia. Para la cepa BM la fase 
de adaptación se dio desde la hora 0 hasta la hora 10 aproximadamente siendo la curva 
más alta correspondiente al 4 % de salinidad, en la fase exponencial se logra evidenciar 
que a una concentración baja se da el mayor pico de crecimiento que corresponde al 2 % 
de salinidad. En la fase de latencia no presentan mucha diferencia entre las tres 
concentraciones pero sigue siendo la concentración más baja la que presenta mayor 
crecimiento. Se dio la fase de muerte a las 72 horas aproximadamente, y es notable que 
la cepa BM crece mejor en concentraciones bajas de salinidad ya que mientras aumenta 
la concentración su crecimiento es menor. Estudios realizados en plantas por Marulanda 


















se mantiene a esta concentración, lo que sugiere que la tolera al menos durante 12 horas 
y esto representa una gran tolerancia frente a la variables de estudio, ya que se pudo 
evaluar el crecimiento de estas dos cepas y sus diferencias. 
 
 
Figura 7. Curvas de crecimiento para la variable salinidad de la cepa BM y BL.  
Elaborado por: la autora, 2018. 
 
3.3. Análisis Estadístico 
Se realizó un análisis factorial con tratamientos (Temperatura, pH y salinidad) mediante 
la prueba de Tuckey con (p<0.05) (Giacomino, y otros, 2012), este valor se tomó como 
referencia para determinar si existe o no diferencia significativa con horas clave (hora 0, 
5, 24, 48, y 72), la cuales fueron determinadas de forma que se pudiera evaluar la gran 
cantidad de información obtenida. La variable temperatura presentó las siguientes 
características: a la hora 0 se dio una diferencia significativa entre cepas en cuanto al 
crecimiento, pero no se dio una interacción entre las tres temperaturas y tampoco se 
presentó una diferencia significativa para la interacción cepa*temperatura. En la hora 5 



















hay existió diferencia pero a 37 °C si se da un cambio. Para la hora 24 todavía influyó la 
temperatura en el crecimiento mostrando una diferencia significativa entre las dos cepas 
y entre los tres valores de temperatura. A las 48 y 72 horas se presentó diferencia 
significativa entre cepas y su diferencia en el crecimiento. Es importante mencionar que 
en ninguna hora se dio una interacción entre cepa*temperatura lo que nos indica que no 
se pudo establecer si la temperatura influye directamente en el crecimiento de estas cepas, 
véase Tabla 6. Montor-Antonio y otros (2013), expresan que la cepa BL presenta una 
extensa aplicación en diversos procesos industriales debido a sus amplios rangos de 
operación de temperatura (25-90 °C), insistiendo en que no existe un valor establecido ya 
que presentan crecimiento en casi todos los valores dentro del rango mencionado lo que 
corrobora los resultados obtenidos, véase anexo 3. 
Tabla 6. 
Valores de medias, error experimental y (p) de análisis factorial para la variable 
“Temperatura” de las cepas BM y BL. 
TEMPERATURA 
HORA 0 
 BM BL p-valor 
CEPA 7.2 ± 0.10 a 8.32 ± 0.10 b <0.0001 
HORA 5 
CEPA 8.86±0.08 b 7.85±0.08 a <0.0001 
 
T° 
28° 7.94±0.10 a  
0.0001 32° 8.29±0.10 a 
37° 8.84±0.10 b 
HORA 24 
CEPA 9.46 ± 0.02 b 9.30 ± 0.02 a 0.0001 
 
T° 
28° 9.32 ± 0.02 a  
0.0039 32° 9.36 ± 0.02 a 
37° 9.46 ± 0.02 b 
HORA 48 
CEPA 9.55 ± 0.03 b 9.36 ± 0.03 a 0.0005 
HORA 72 
CEPA 9.62 ± 0.03 b 9.42 ± 0.03 a 0.0013 




Para el caso de la variable pH los resultados se muestran en la Tabla 7, para las cepas BM 
y BL en la hora 0 no se identificó una diferencia significativa en cuanto a su crecimiento 
inicial, a partir de la hora 0 hasta la 5 no se da una diferencia entre cepas, y tampoco en 
la interacción cepa*pH. Entre las 24 y 48 horas es cuando se presentaron las mayores 
interacciones entre cepas, pH y cepa*pH, véase anexo 4. A las 24 horas los valores de pH 
5 y 8 denotan que se encontraban en un mismo grupo y el pH de 7 pertenece a un grupo 
diferente en el análisis estadístico planteado. En cuanto a la interacción cepa*pH se nota 
claramente que la cepa BM se agrupa en un mismo grupo, observándose que no existió 
diferencia entre sus valores de pH en el crecimiento y en el caso de la cepa BL se notó la 
diferencia que existe entre los valores de pH 7 y 8 ya que son los que muestran mayor 
diferencia. Para las 48 horas se da la diferencia entre cepas con los valores asignados en 
la tabla 7, el pH y también la interacción cepa*pH mostraron que entre las dos cepas, la 
cepa BM es la que tiene mayor crecimiento y al analizar los tres rangos de pH se evidenció 
que los valores de 5 y 8 se encontraban agrupados mientras que a un pH neutro se da un 
menor crecimiento por eso se encuentra en un grupo estadístico diferente. 
Es importante recalcar que la cepa BM a partir de la Hora 5 se mantuvo en su crecimiento 
siendo superior a la cepa BL. Según, Pérez y otros (1998) el crecimiento de las células 
microbianas para el caso de Bacillus está muy influenciado por el pH, y en muchos casos 
al igual que para la temperatura, el pH establecido para el crecimiento específico de una 
cepa difiere del pH óptimo en la síntesis de enzimas por la misma cepa y Keay (1970), 
reporta un valor óptimo de actividad proteasa-serina a partir de Bacillus licheniformis a 








Valores de medias, error experimental y (p) de análisis factorial para la variable “pH” de 
las cepas BM y BL. 
pH 
HORA 0 
 BM BL p-valor 
CEPA 7.80 ± 0.23 a 7.54 ± 0.23 a 0.4278 
HORA 5 
CEPA 8.63 ± 0.18 b 7.79 ± 0.18 a 0.0066 
HORA 24 
CEPA 9.63 ± 0.01 b 9.50 ± 0.01 a <0.0001 
 
pH 
5 9.62 ± 0.01 b  
<0.0001 7 9.50 ± 0.01 a 
8 9.58 ± 0.01 b 
CEPA*pH BM BL   
5 9.64 ± 0.02 c 9.59 ± 0.02 bc  
<0.0001 7 9.63 ± 0.02 c 9.37 ± 0.02 a 
8 9.63 ± 0.02 c 9.54 ± 0.02 b 
HORA 48 
CEPA 9.68 ± 0.01 b 9.55 ± 0.01 a <0.0001 
 
pH 
5 9.70 ± 0.01 b  
<0.0001 7 9.49 ± 0.01 a 
8 9.66 ± 0.01 b 
CEPA*pH BM BL   
5 9.70 ± 0.02 b 9.70 ± 0.02 b  
<0.0001 7 9.66 ± 0.02 b 9.33 ± 0.02 a 
8 9.69 ± 0.02 b 9.63 ± 0.02 b 
HORA 72 
CEPA 8.01 ± 0.19 a 8.64 ± 0.19 b 0.0421 
   Elaborado por: la autora, 2018. 
 
La salinidad por otra parte presentó los siguientes resultados que se presentan en la Tabla 
8, las dos cepas no presentaron diferencia significativa en cuanto a su crecimiento a 
ninguna hora. La única interacción que se dio fue a las 24 horas mediante la interacción 
cepa*salinidad en la cual se formaron tres grupos distinguibles ratificando que la cepa 
BM presentó mayor crecimiento a concentraciones bajas de salinidad, y la cepa BL logró 





Valores de medias, error experimental y (p) de análisis factorial para la variable 
“Salinidad” de las cepas BM y BL. 
SALINIDAD 
HORA 0 
 BM BL p-valor 
CEPA 7.77 ± 0.20 a 8.77 ± 0.20 a 0.1042 
HORA 5 
CEPA 8.25 ± 0.11 a 8.16 ± 0.11 a 0.5971 
HORA 24 
CEPA 8.79 ± 0.05 a 8.85 ± 0.05 a 0.4142 
SALINIDAD 2 8.86 ± 0.05 a  
0.0932 4 8.90 ± 0.05 a 
6 8.69 ± 0.05 a 
CEPA*SALINIDAD BM BL   
2 9.13 ± 0.09 b 8.60 ± 0.09 a  
<0.0001 4 8.73 ± 0.09 ab 9.07 ± 0.09 b 
6 8.50 ± 0.09 a 8.88 ± 0.09 ab 
HORA 48 
CEPA 8.85 ± 0.04 a 8.87 ± 0.04 a 0.7488 
HORA 72 
CEPA 8.23 ± 0.08 a 8.05 ± 0.08 a 0.1210 
   Elaborado por: la autora, 2018. 
 
El segundo análisis correspondiente al área bajo la curva arrojó resultados que se pueden 
observar en la Tabla 9. Para la variable “Temperatura” existió una diferencia significativa 
entre cepas y en cuanto a los tres valores establecidos (28, 32, 37 °C) no se encontró 
diferencia alguna ya que los tres se asignaron en un mismo grupo, es decir la temperatura 
en este caso no influyó directamente en el crecimiento de estas cepas. En cuanto a la 
variable “pH” si existió una diferencia significativa entre cepas siendo la cepa BL la que 
tuvo mayor crecimiento y en cuanto a los valores específicos (5, 7, 8 pH) es notable que 
a un pH de 8 esta tuvo mejores resultados, además se dio una diferencia significativa para 




de los cuales solo BM a un pH de 8 tuvo diferencia alguna. Para la variable “Salinidad” 
se dio una diferencia significativa entre cepas notándose que la cepa BL es la que presenta 
mayor crecimiento y para los valores específicos (2, 4, 6 %) si existió diferencia 
significativa entre las tres concentraciones de salinidad en el caso de las dos cepas. 
También existió diferencia para la interacción cepa*salinidad siendo la cepa BM la que 




Valores de medias, error experimental y (p) del análisis de área bajo la curva para las 
variables “Temperatura, pH y Salinidad” de las cepas BM y BL. 
 BM BL p-valor 
CEPA 9107.05 ± 25.85 b 8848.98 ± 25.85 a <0.0001 
TEMPERATURA 28 8915.83 ± 31.65 a 0.08483 
32 8996.55 ± 31.65 a 
37 8915.83 ± 31.65 a 
CEPA 6802.81 ± 23.79 a 6962.28 ± 23.79 b 0.0005 
pH 5 6982.16 ± 29.13 b 0.0001 
7 6947.37 ± 29.13 b 
8 6718.10 ± 29.13 a 
CEPA*pH BM BL   
5 7005.48 ± 41.20 b 6958.84 ± 41.20 b <0.0001 
7 6996.01 ± 41.20 b 6898.73 ± 41.20 b 
8 6406.95 ± 41.20 a 7029.25 ± 41.20 b 
CEPA 5499.35 ± 10.19 a 5549.12 ± 10.19 b 0.0048 
SALINIDAD 2 5594.52 ± 12.47 c  
<0.0001 4 5523.86 ± 12.47 b 
6 5454.31 ± 12.47 a 
CEPA*SALINIDAD BM BL   
2 5620.08 ± 17.64 d 5568.95 ± 17.64 cd  
0.0012 4 5477.64 ± 17.64 ab 5570.09 ± 17.64 cd 
6 5400.31 ± 17.64 a 5508.31 ± 17.64 bc 




“El crecimiento microbiano radica en un complejo número de reacciones equilibradas que 
determinan su metabolismo. Estas reacciones catabólicas o anabólicas están sujetas a 
variables ambientales que influyen en las condiciones y tasas de crecimiento celular” 
(Castañeda & Sánchez, 2016, pág. 59). Los factores de temperatura y pH son muy 
influyentes en el crecimiento de una cepa, Según Vanrova & Chaloupka (1990), reportan 
una particularidad de B. megaterium cuando crece a una temperatura de 28 °C ya que 
tiene la capacidad de producir proteasas y Frost (1993), reporta una temperatura óptima 
para el crecimiento de esta misma cepa a 38 °C con un pH óptimo de 8. Estos resultados 
son concluyentes con los obtenidos a una temperatura de 37 °C ya que fue considerada la 
óptima frente a los otros valores establecidos, además el análisis estadístico no arrojo 
diferencia significativa en cuanto a los valores asignados de temperatura, y el valor de pH 
coincide con lo obtenido frente a los reportados en el trabajo antes mencionado.  
Bacillus es un género asociado a pH neutros, sin embargo, esta capacidad de adaptación 
a pH bajo ya ha sido reportada por Pal (1998), ya que a pesar que los valores bajos de pH 
no son los valores óptimos de crecimiento para este género, estudios previos con valores 
de pH bajos en suelo han demostrado la presencia activa de especies de Bacillus (Calvo 
& Zúñiga, 2010), como se pudo corroborar en este estudio el pH más bajo tuvo buen 
crecimiento lo que confirma lo reportado por dichos autores. Por otra parte, Keay & Wildi 
(1970) reportan a la cepa B. licheniformis con un pH de 8.5 presentando mejores 
resultados de crecimiento con características favorables para la producción de enzimas y 
mejoramiento de plantas (Pérez, y otros, 1998).   
Como el estudio evaluó tres diferentes rangos de pH se observó que la curva para B. 
licheniformis a pH 5 fue la que presentó mayor crecimiento pero también a pH de 8 se 
pudo logró obtener buenos resultados. La cepa BL mostró un crecimiento más bajo frente 




(2014), ya que indican que B. licheniformis actúa mejor a pH neutro (Hornbæk, Jakobsen, 
Dynesen, & Nielsen, 2004) y que alcanza su fase estacionaria a las 24 horas, y en nuestro 
caso la cepa BL presentó una fase estacionaria a partir de las 24 horas confirmando lo 
establecido por Birrer & otros (1994).  
Al determinar la resistencia de las cepa BM y BL a diferentes concentraciones de 
salinidad y evaluar su crecimiento y su comportamiento, es importante acotar que la cepa 
BM frente a la cepa BL siempre presentó un mayor crecimiento y esto pudo deberse a 
que según Marulanda (2006) la cepa BM presenta un potencial para resistir el estrés 
osmótico ambiental, es decir tolera concentraciones de NaCl al menos durante 12 horas, 
lo que le da la característica de gran tolerancia a la salinidad y en este caso tomaron como 
referencia la salinidad del mar que corresponde a 0.6 M. Además, se llega a la conclusión 
de que es tolerable a la salinidad debido a la producción de prolina ya que se incrementa 
a medida que se incrementa la concentración de NaCl.  
Por su parte la cepa BL a pesar de presentar menor crecimiento en las tres concentraciones 
establecidas de NaCl, logró indicar que también es tolerante frente esta característica 
según, Torres (2004) reporta que B. licheniformis es un microorganismo resistente a 
solventes orgánicos y diversos estudios han demostrado que los estímulos de estrés, los 
solventes orgánicos y concentraciones elevadas de sal, inducen alteraciones fisiológicas 
en el crecimiento y cambios morfológicos. Concluyendo que el estrés salino inducen en 
B. licheniformis alteraciones morfológicas, las cuales podrían estar asociadas a un 













Figura 8. Curva de amplificación PCR en Tiempo Real con SYBR Green de la cepa BL: fluorescencia vs 
ciclos. C-: control negativo; C+: Bacillus licheniformis ATCC®14580  
Elaborado por: la autora, 2018. En equipo PCR LightCycler® 2.0. 
 
La cepa BM y BL fueron sometidas a estudio mediante la técnica PCR en Tiempo Real 
bajo las condiciones antes mencionadas en el capítulo de materiales y métodos. Para el 
ensayo se utilizaron capilares de 20 µL y los cebadores descritos en la tabla 5. En la Figura 
8 se muestran los productos de amplificación de la cepa BL mientras transcurren los ciclos 
de la PCR. La cepa BL presentó una hibridación con los primers codificados como BLF 
y BLR utilizados por (Madslien & Rønning, 2013) que permitieron la amplificación del 
  C -   BL 




gen lchAA región que ha demostrado ser capaz de identificar de forma taxonómica a esta 
cepa ya que el operón de Lichenysin (lchA) es responsable de la síntesis de lichenysin en 
B. licheniformis. Por lo que se puede confirmar la presencia de la cepa BL 




Figura 9. Curva de amplificación PCR en Tiempo Real con SYBR Green de la cepa BM: fluorescencia vs 
ciclos. C-: control negativo; C+: Bacillus megaterium ATCC®14581 
Elaborado por: la autora, 2018. En equipo PCR LightCycler® 2.0. 
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En la Figura 9 se observan los resultados obtenidos en la amplificación de la cepa BM en 
la cual se da la hibridación del ADN molde mediante los cebadores específicos utilizados 
por (Pramoda & Ajeet, 2013) presentados previamente en la tabla 5, estos permitieron la 
amplificación del gen phaC cuyas secuencias sirven para reconocer regiones únicas 
presentes, que fueron utilizadas para diseñar los cebadores indicando la singularidad de 
las secuencias de phaC en la identificación de B. megaterium. Con estos resultados se 
puede confirmar la presencia de la cepa BM como B. megaterium. 
En base a los resultados obtenidos se acepta la hipótesis alternativa: la técnica de PCR en 
Tiempo Real mediante la amplificación de regiones específicas de B. licheniformis y B. 
megaterium, permite la identificación molecular confirmando la presunción 
microbiológica. 
El diagnóstico molecular resulta una alternativa conveniente en diversos campos de 
investigación, ya que su alto grado de eficiencia, detecta microorganismos patógenos de 
interés agrícola. Por ejemplo los métodos moleculares con potencial en el área 
microbiológica se han ido desarrollando y diversificando. La PCR es considerada como 
el método de diagnóstico molecular más accesible y recientemente una variaciones de 
este, la PCR en Tiempo Real, presenta ventajas adicionales entre las que se destaca una 
mayor velocidad en la obtención de resultados. Sin embargo, los equipos y reactivos 
resultan más costosos que aquellos empleados en métodos tradicionales de identificación, 
pero esta desventaja es característica en la mayoría de las técnicas moleculares descritas 
(Palomino-Camargo, 2014). 
Existen estudios como el de Konzl  (1997), que presenta la PCR en Tiempo Real como 
técnica para la caracterización molecular de genes de la bacitracina producido por B. 
licheniformis ATCC 10716 a través de un sistema complejo multienzimático. Dado que 




potencial para secretar un número de enzimas de interés no fue sorprendente que las cepas 
de estudio correspondientes a BL y BM aisladas mediante cebadores específicos 
resultaron ser miembros de este taxón. B. licheniformis es una bacteria que se puede aislar 
de varias fuentes: como el suelo, el agua y en los desperdicios (Waldeck, Daum, Bisping, 
& Meinhardt, 2006). Para este estudio en el caso de la cepa BL se partió del gen lchAA 
para su identificación molecular, existe un estudio que ha demostrado que la cepa B. 
licheniformis ATCC14580 y algunas otras cepas de B. licheniformis albergan el gen 
lchAA (Nieminen, y otros, 2007). Según Madslein & Ronning (2013), la presencia de 
genes de lichenisina sintetasa en un gran número de cepas de B. licheniformis es hasta 
donde se sabe desconocida, pero en el estudio realizado por los autores antes mencionados 
se detectó el gen lchAA en 53 cepas de B. licheniformis examinadas, lo que indica que la 
mayoría de las cepas fueron capaces de producir lichenisina, confiriéndole esa 
característica de pertenecer a este grupo para una identificación molecular más específica,  
llegando a la conclusión de que la distribución de las secuencias del gen lchAA en el 
estudio reflejaron la relación genética entre las cepas en lugar de la capacidad de síntesis 
de la lichenisina.  
Por su parte, Bacillus megaterium ha logrado ser reconocido como modelo experimental 
y microorganismo biotecnológicamente importante ya que recientemente se dio un 
aumento en la descripción de nuevas cepas de B. megaterium y especies relacionadas que 
han sido aisladas de diversos hábitats, ya que ofrecen varias ventajas en la producción de 
proteínas recombinantes (Tortoló-Cabañas & Bell-García, 2015). Su valor ecológico y 
económico ha sido establecido en las últimas dos décadas, ya que varias cepas nuevas de 
esta especie presentan un inmenso potencial en la industria al ser aisladas de varios 
ecosistemas. La presencia de B. megaterium en el suelo ha sido implicada en la 




lo tanto, su identificación es de gran interés para futuros procesos implicados con esta 
cepa. Existen varios estudios implicados en la identificación de la cepa BM, este estudio 
se centró específicamente en el gen phaC. Algunos autores como Pramoda & Ajeet (2013) 
proponen utilizar el gen polihidroxialcanoato sintasa C de B. megaterium para el diseño 
de cebadores que amplifican la región phaC para su identificación. Por otra parte Chen 
(1991) informa que muchas especies de Bacillus producen pha y desde entonces el gen 
para la síntesis de pha ha sido clonado a partir de B. megaterium. En su estudio presenta 
cebadores basados en la secuencia de pha sintasa que le permitieron la identificación de 
otros Bacillus productores de pha similar al presente en B. megaterium utilizando la 
técnica de PCR. El pha producido por estas diferentes especies de Bacillus fue 
caracterizado y cuantificado después de la producción fermentativa (Shamala, 
Chandrashekar, Vijayendra, & Kshama, 2003).  
Al igual que B. megaterium y B licheniformis, otros miembros del género Bacillus “son 
organismos industriales atractivos con capacidades conocidas para producir enzimas, 
proteínas recombinantes, antibióticos, nucleótidos de purina, proteínas insecticidas, 
vitaminas, biopolímeros de azúcares y biofertilizantes” (Pramoda & Ajeet, 2013). Por 
esta razón fueron el motivo de estudio y pues la importancia de su identificación 










Las concentraciones bacterianas obtenidas mediante la técnica McFarland permitieron 
generar las curvas de crecimiento para establecer las horas clave en el análisis, 
confirmando que las características analizadas: forma, tamaño, tinción de gram y posición 
de endospora corresponden a especies pertenecientes a la familia Bacillaceae.  
 
Los modelos estadísticos ANOVA y Tukey permitieron el análisis particionado de los 
componentes para aprobar la hipótesis y con el análisis del área bajo la curva se concluye 
que los datos obtenidos frente a las variables planteadas presentan un alto grado de 
precisión.  
 
La técnica molecular de PCR en Tiempo Real mediante las curvas de amplificación, 
permitió determinar la presencia de la cepa BM que corresponde a Bacillus megaterium 
mediante el análisis de la región phaC; así también se pudo corroborar que la cepa BL 












Investigar las interacciones que presentan B. megaterium y B. licheniformis como agentes 
de biocontrol frente a determinados patógenos vegetales, además por los mecanismos de 
resistencia sistémica inducida que poseen frente a bacterias y hongos patógenos, virus 
sistémicos y nematodos de la raíz de algunas plantas. 
 
Utilizar el método de espectrofotometría para análisis microbiológicos genera buenos 
resultados para dar seguimiento al crecimiento bacteriano y corroborar los datos 
obtenidos optimizando tiempo y con una mayor especificidad, en comparación a la 
técnica de recuento de placa. 
 
Evaluar una alternativa en la producción de proteínas recombinantes (PR) utilizando 
como hospedero bacteriano a Bacillus megaterium con énfasis en las oportunidades que 
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   Muestras crioconservadas en viales de Criobank. 
     Elaborado por: la autora, 2018. 
Anexo 1b. 
 
        Resiembra de cepas BL y BM para observación macroscópica de la colonia, la forma y posterior 
análisis microscópico y tinciones. 





























Denaturación 95 10 seg. Ninguno 
Alineamiento 
(de cebadores) 
58 10 seg. Ninguno 









Denaturación 95 0 Ninguno 
Alineamiento 
(de cebadores) 
65 60  
Ninguno 
Melting 95 0 Continuo 
Enfriamien
to 
1  40 30 Ninguno 
Tomado de: (Chiluisa-Utreras & Echeverría, 2017) Modificado por la autora. 
Elaborado por: la autora, 2018. 












Diagramas de análisis de Tukey 5% . A) hora 0, B) hora 5, C) hora 24, D) hora 48, E) hora 72, para las 
cepas BM y BL.  
























Diagramas de análisis de Tukey 5%. A) hora 0, B) hora 5, C) hora 24, D) hora 48, E) hora 72, para las cepas 
BM y BL.  
Elaborado por: la autora, 2018. 
 













Diagramas de análisis de Tukey 5%. A) hora 0, B) hora 5, C) hora 24, D) hora 48, E) hora 72, para las cepas 
BM y BL.  
Elaborado por: la autora, 2018. 
 











Diagramas de análisis de Tukey 5%. A) Temperatura, B) pH, C) Salinidad, para las cepas BM y BL.  
Elaborado por: la autora, 2018. 
 
 
 
 
 
 
B 
C 
